湖泊底泥中微囊藻DNA的分子检测 by 徐瑶 et al.
 k Sci．(湖泊科学)，2007，19(4)：492—496 
htp：∥www．jlakes．org．E—mail：jlakes@niglas．ac．cn 
⑥ 2007 by Journal of k Sciences 
湖泊底泥中微囊藻 DNA的分子检测 




摘 要：通过改进裂解温度和延长裂解时间并增加苯酚／氯仿洗脱次数的 DNA提取方法获得南京玄武湖底泥中的 DNA， 
通过PCR法来扩增微囊藻的 16SrRNA基因，结果表明在所有采样点中均得到微囊藻基因组 DNA，并且纯度较高，OD26o／ 
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Abstract：A method for DNA extraction from sediment samples of Lake Xuanwu
，Nanjing，China was developed， 
and purification and eficience of extracted DNAs were evaluated through ultraviolet spectrum OD260／OD28o ratios 
and PCR amplifcation of 16S rDNA specifc for Mierocystis．The results showed that sediment samples from all sites 
in the study obtained quite purified genomic DNAs with OD26o／OD280 ratios from 1．54 to 1．89，and Microcystis 16S 
rRNA gene fragments have been detected in all sampling sites，which indicating this method can be used for molec- 
ular detection of Mierocystis cels in sediments． 
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富营养化成为目前我国湖泊重大水环境问题之一．湖泊富营养化主要表现为水华暴发，其中微囊藻 





















玄武湖是江苏南京著名风景区，是个典型的城市小型浅水湖泊 ，湖泊水面面积约 3．7 km ，平均水深1．3 
m，富营养化严重并于2005年夏季暴发大规模微囊藻水华 ，叶绿素 a迅速升至 1．89 ms／L．在2006年 2月 
23日，用柱状采泥器在玄武湖西南 、西北、东南、东北四个湖区采集六个样点底泥(表层 3 cm)，放入冰盒带 
回实验室风干备用．其中样点5位于东南湖靠近玄武门的湾角，是水华的聚积处． 
1．2 DNA的提取检测方法 
1．2．1仪器 点振器，水浴锅，移液枪(eppendorf)，紫外分光光度(岛津mini 1240，日本)，PCR仪(Biorad，美 
国)，紫外凝胶成像系统(培清JS一380，上海)，DNA测序仪(ABI 377，美国)． 
1．2．2提取方法及试剂 DNA提取方法在Rinta．Kanto¨ 等方法的基础上略加修改．具体操作如下： 
取风干底泥土样2g于离心管中，加入5 ml溶菌缓冲液，50 溶菌酶(100 ms／m~)，充分振荡后37~C水 
浴 1 h；加入 l5 l蛋白酶 K(20 m rrIJ)；262．5 10％ SDS(100 m rIJ)：60~C水浴 2 h；取出后，依次加入 
5．3 ml等体积的苯酚，充分振荡(约3 min)后在12000 rpm条件下离心8 min；取上清液转入新的离心管，加 
入5．3 ml氯仿在12000 rpm转速离心8 min；用苯酚和氯仿抽提三次，然后将上清液转入新的离心管，加入 
1／10体积的乙酸铵(10 mol／L)，混匀后再加入2倍体积的4℃预冷的乙醇，在 一20℃条件下放置至少1 h， 
然后12000 rpm转速离心20 min，沉淀DNA用70％的4℃预冷的乙醇洗涤、离心、沉淀，自然干燥，最后将 
DNA溶于TE缓冲液，一20℃保存备用． 
1．2．3 DNA纯度检测 DNA纯度采用紫外分光光度分别测定260 nm和280 nm的吸光值(0D260、0D280)，通 
过换算0D ／0D瑚的比率来衡量样品纯度． 
1．2．4微囊藻16S rRNA基因的扩增 将溶于TE缓冲液的基因组 DNA作为聚合酶链式反应的模板，采用 
对微囊藻具特异性的16S rRNA基因引物 Microcystis F(F5’一GCCGCRAGGTGAAAMCTAA-3’)和Microcystis R 
(5’．AATCCAAAGACCTYCCTCCC-3’)进行扩增． 
扩增条件：PCR体积50 l，其中包含无菌双蒸水 28 l，10 xPCR反应缓冲液5 wl，Mgcl2(20mM)7．5 
Ixl，DNA顺反引物(10 pmol／I．d)各 1 ，Taq酶(5 p．1)0．5 p．1，dNTP(10 mmo1)2．5 Ixl，BSA(3 mg／rI1)2．5 
，DNA溶液2 ．温度控制程序为：预变性94℃5 min，变性94℃30 s；引物退火50~C30 ；延伸72℃20 s 
的39个循环；最后在72℃下保留5 min．PCR产物采用琼脂糖凝胶电泳(内含 1 ws／ml溴化乙锭)，1×TAE 
缓冲液，电泳后在紫外凝胶成像系统中观察、拍照． 




目前从水环境和土壤中提取DNA方法以及对 DNA的恢复评价的研究已有不少报道 ，但对于如 
何从底泥中提取水华蓝藻特别是微囊藻 DNA的方法，以及通过 PCR法来进行底泥中的微囊藻的多样性及 
数量等分子监测的研究还较少．Humbert等通过直接对底泥加水稀释并过50 1滤膜得到底泥微囊藻的个 
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抽提次数，使得提取物中蛋白质的去除更彻底．与Cinzia Corinaldesi[1 等人的方法相比，省去烦琐的抽提过 
程，同时也减少操作过程中的DNA损失，更能反映现实情况． 
2．2方法的可行性分析 
用改良的 DNA提取方法，从玄武湖 6个底泥样品中均提出 DNA．采用 OD2~o／OD： 。比值测定样品 DNA 
纯度 ，表 1显示全湖6个样点 DNA纯度均大于 1．54，最高达到 1．89，而其他人从土壤 中抽提的 DNA的 
0D260／0D280的比率一般在 1．35—1．70 ，Corinaldesi等从底泥中提取的 DNA的 0D2加／0D280比率为 
1．45—1．50 ．与前人结果比较看出，本方法在底泥 DNA的抽提方面获得更高的纯度 ，方法可行． 
表 1底泥提取的DNA的纯度分析 
Tab．1 Analysis of Microcystis DNA extracted from sediment 
图 1 PCR凝胶电泳图谱 
1、10：DNA Marker；2：1号点；3：2号点；4：3号点 ；5：4号点；6：5号点；7：6号点； 
8：负控制(无模板 DNA)；9：正控制(铜绿微囊藻 PCC7806基因组 DNA) 
Fig．1 Gel eleetrophoresis image of PCR results 
Lanel，10：DNA Marker；Lane2：sitel；Lane3：site2；Lane4：site3；Lane5：site4；Lane6： 
site5；Lane7：site6；Lane8：negative control(no template DNA)；and Lane9：positive control 
( ∞n 加sⅡ7806 genomie DNA) 
2．3微囊藻基因的扩增及应用 
Rudi等通过设计对微囊藻 16S rRNA片段的特异性引物成功将微囊藻区别于其他蓝藻 [25 J．本研究中 
应用特异性引物，对微囊藻16S rRNA基因的进行扩增，6个底泥样点中均获得212 bp的片段(图1)．产物 
纯化后测序，并与Genbank中已有微囊藻16S rRNA基因进行比较，结果(图2)表明所扩增的产物均为微囊 

























1：底泥 PCR序列 ；2：铜绿微囊藻(AF139314)；3：惠氏微囊藻(AB023270)；4：绿色微囊藻(AB023277) 
Fig．2 Complete alignment between PCR sequences and Genbank sequences，1：sediment PCR sequence； 
2： aeruginosa(AF139314)；3： wesenbergii(AB023270)；4：旭 virids(AB023277) 
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